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Resumen 



La presente invencion se relaciona con el campo de las vacunas, especificamente con las 
vacunas de aplicacion oral contra el c61era. El objetivo tecnico que persigue es obtener una 
formulaci6n en tabletas de vacunas de celulas enteras inactivadas de Vibrio cholerae. La 
invencidn describe la formulaci6n del producto vacunal. 



VACUNA DE vnwo CHOLERAE INACTIV ADA EN TABLETAS. 

5 

Memoria Descriptiva. 

Nos nive.es de Mgiene. Tan, bi en son „^"£T£" 17"' qUePI ° V ° ,Uen 
20 region como Us antes m enci„nadas (CDC/ NCID O ^ C ° m ° 

«. Me«„d„s de Iaboratorio para e/Zr^^rTT * " 
esp^depunUcaciones. Ed. Washington, D. C, Bstados Umdos^l994) " 
Si bieu el tratamiento con antibioticos v <= n J^c ^ u ^ 

25 nSpido curso de la enfennedad * 13 ^ debido 31 

umanos (trlass, R. I., Svennerholm, A.M., Stoll.B.J., 



10 



15 



20 



25 



Khan,M.R., Hossain, K.M., Huq, M.I., Holmgren, J. 1983. Protection against cholera in 
breast-fed children by antibodies in breast milk. N. Engl. J. Med. 308: 1389-1392 y 
Jertborn, M., Svennerholm, A. M., Holmgren, J. 1993. Evaluation of diferent 
immunization schedules for oral B subunit vaccine in Swedish volunteers. Vaccine. 10: 
130-2). Por tales motives, han sido desarrolladas diferentes clases de vacunas contra el 
c61era, unas de celulas enteras inactivadas y otras de celulas vivas atenuadas. 
Las vacunas de celulas enteras inactivadas con fenol y de aplicacion parenteral, fueron 
retiradas del mercado por su corta (3 a 6 meses) y baja (30 % a 60 %) protecci6n, ademas 
de ser altamente reactogenica, desarrollando en los vacunados, eritema, dolor local, 
induraci6n, fiebre y cefalea; (OMS. 1991. Reuni6n sobre la vacuna contra el c61era! 
Informe final. Washington, D.C.) 

Otra de las alternates vacunales ha sido la vacuna de celulas enteras inactivada con bilis 
(Bilivacuna), esta vacuna de aplicacion oral, solamente presenta resultados moderados en 
la protecci6n, sin lograr un desarrollo industrial; (Svennerholm, A. M. y Holmgren, J 
1986. Oral combined B subunit-whole cell cholera vaccine. In J. Holmgren A. Lindb'erg 
and R. Mollby (ed). Development of vaccines and drugs against diarrhea. 11 th Novel 
Conference, Stockholm, 1985. Student litteratur, Lund, Sweden, p.33-43). 
La vacuna de celulas enteras inactivadas con calor y formalina combinada con la 
subunidad B de la toxina colerica (B-WC) se ha podido constatar que solo ofrece una 
protecci6n moderada (60%) a los tres anos de aplicada; (Holmgren, J., Svennerholm, A. 
M, Lonnroth, I., Fall-Persson, M., Markman, B. y Lundback, H. 1977. Development of 
improved cholera vaccine based on subunit toxoid. Nature 269:602-604); pero es 
sumamente cara y tecnol6gicamente compleja su produccion, dado por la implicaci6n de la 
obtencion y purificaci6n de la subunidad B de la toxina colerica (Tayot, J. L., Holmgren 
J., Svennerholm, L., Lindblad, M., Tardy, M. 1981. Receptor-specific 'large scale' 
purification of cholera toxin on silica beads derivatized with lyso-GMl ganglioside. Eur. J. 
Biochem 113:249-258). 

Una variante de la anteriormente mencionada, pero empleando la subunidad B de la toxina 
colerica obtenida por via recombinante (rB-WC), aunque es segura continua ofreciendo 
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solo una protecci6n del 60 % a los tres afios de aplicada, y ademas requiere de un 
engorroso proceso de preparaci6n en la estaci6n de vacunaci6n. La misma se presenta en 
dos sobres multicapas, uno con una mezcla de sales en polvo y el otro con las cepas de 
Vibrio cholerae liofilizadas. En el momento de la vacunacion, debe resuspenderse en agua 
el primero y en una solucion de sales en agua el segundo y luego administrar la soluci6n de 
sales por via oral y 15 minutos despues la suspensi6n con las cepas por la misma via 
(Sanchez, J. L., Holmgren, J. 1989. Recombinant system for overexpression of cholera 
toxin B Subunit in Vibrio cholerae as basis for vaccine development. Proc. Natl Acad Sci 
USA 86:481-485). 

Otra de las vacunas de celulas enteras inactivadas existentes en le estado del arte es una 
variante similar a la anterior, pero en la que se sustituye en su composici6n a la cepa de 
Vibrio cholerae Cairo 50 (Clasica, Ogawa) por la cepa 569B (El Tor, Inaba). Presenta una 
protection aceptable (66%) hasta los 8 a 10 meses posvacunaci6n. Su presentation es una 
mezcla de cepas de diferentes serotipos y biotipos de Vibrio cholerae, y es presentada en 
un frasco con la suspensi6n de cepas y un sobre con una mezcla de sales (Trach, D. D 
Clemens, J. D., Ke, N. T, Thuy, H. T., Son, N. D., Canh, D. G., Hang, P. V. D, Rao, M. R 
1997. Field trial of a locally produced, killed, oral cholera vaccine in Vietnam. Lancet. 
349: 231-235), sin embargo para su aplicaci6n, como en la anterior, se requiere solubilizar 
la mezcla de sales en agua y administrarla por via oral, para luego de 15 minutos aplicar 
por la misma via el contenido del frasco con la suspension de la mezcla de celulas. Esta 
formulaci6n y forma de presentaci6n de la vacuna hace que el procedimiento de aplicacion 
sea lento y muy cuidadoso, exigiendo de tiempo y personal calificado, que encarecen su 
aplicaci6n. 

Otros estudios han estado encaminados al desarrollo de candidates vacunales basados en 
vacuna de celulas vivas, atenuadas y de aplicacion oral. De este tipo de vacunas se han 
desarroUado varias, como es el caso de la cepa CVD103 y la JBK70 las que resultaron de 
la eliminacion, en cepas virulentas, de los genes que codifican para la subunidad A de la 
toxina colerica, ambas reportaron altos indices de protecci6n, pero son inaceptablemente 
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reactogerncas, provocando en los vacunados diarreas, v6mitos y dolores abdominis 
(OMS. 1991 . Reuni6n sobre la vacuna contra el colera. Informe final. Washington D C ) 
La vacuna CVD103 HgR, esta basada en la cepa CVD103, a la cual, adicionalmente se la 
mserto un gen de resistencia al mercurio, como elemento de diferenciaci6n de las cepas 
epuiemicas, su aplicaci6n es segura y mostro buenos niveles de proteccion en ensayos en 
voluntarios, aunque requiere de altas dosis para lograr una alta respuesta inmunogenica 
(OMS. 1991. Reuni6n sobre la vacuna contra el colera. Informe final. Washington D C y 
Holmgren, J., and Svennerholm, A. M. 1999. Vaccines Against Diarrheal Diseases. In 
Perimann, P. and Wigzell, H. [ed]. Vaccines. Springer-Verlag Berlin Heidelberg New 
York, p: 290-328). Esta cepa, requiere para su produccion de sistemas completamente 
cerrados (Cryz, S.J. and Gluck, R., 1997. Large-Scale production of live attenuated 
bacterial and viral vaccines. En New generation Vaccine. Second Edition. Ed. Levine 
M.M., Woodrow, G.C.,Kaper,J.B. y Cobon, G.S. Library of Congress Cataloging in 
Publication Data. New York. P: 1153 - 1163), su forma de presentaci6n es como la 
descnta anteriormente, por lo que presenta las mismas dificultades en su aplicaci6n 
Las vacuna viva atenuada basada en la cepa 638, proviene de la cepa epidemica C7258 a 
la cual se le elimino el fago de virulencia CTX* e incluyo el marcador vacunal celA end 
gen hap que codifica la hemaglutinina proteasa, su aplicacion en ensayos en voluntarios 
resulto ser segura y mostro respuesta inmune adecuada (Benitez, J.A., Garcia L Silva A 
Garcia, H., Fando, R., Cedre, B., Perez, A., Campos, J., Rodriguez, B., Perez J L ' 
Balmaseda, T., Perez, O., Ramirez, M., Led6n, T., Diaz, M., Lastre, M., Bravo, L. anJ 
Sierra, G. 1999. Preliminary assessment of the safety and immunogenicity of a new CTX*- 
negative, haemaglutinin/protease-defective El Tor strain as a cholera vaccine candidate 
Infect. Immun. 67: 539-545), sin embrago esta cepa, requiere para su produccion y 
aphcaci6n de sistemas similares a las dos anteriores y por consiguiente presenta las mismas 
dificultades. 

Las vacunas basadas en la atenuacion de cepas de Vibrio cholerae que emplearon las cepas 
Peru-3, Bah-3 y Bang-3, aunque resultaron inmunogenicas fueron inaceptablemente 
reactogenicas (Taylor, D.N, Killen, K.P., Hack, DC, Kenner, J.R., Coster, T.S., Beatle, 
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D.T., Ezzell, J., Hyman, T., Tropa, A., Sjogrem, M.H., Friedlander, A., Mekalanos, J.J., 
Sadoff, J.C. 1994. Development of a live, oral, attenuated vaccine against El Tor cholera. J. 
Infect. Dis. 170:1518-1523). 

La vacuna que incluye la cepa PerulS, esta basada en la cepa Peru-3, su aplicaci6n es 
5 segura y mostr6 buenos niveles de proteccidn en ensayos en voluntarios (Kener, J.R 
Coster, T.S., Taylor, D.N., Troffa, A.F., Barrera-Oro, M., Hyman, T, Adams, J.M.' 
Beattie, D.T., Killeen, K.P., Spriggs, D.R., Mekalanos, J.J., Sadoff, J.C. 1995. Peru-15, aii 
improved live attenuated oral vaccine candidate for Vibrio cholerae Ol. J. Infect. Dis. 
72:1 126-1 129). Sin embargo, aun no nan realizado estudios clmicos y para su produccion y 
1 0 aplicaci6n presenta, como las anteriores las mismas dificultades. 

La presente invenci6n se relaciona con una nueva formulacion vacunal que comprende- 
Celulas enteras inactivadas de Vibrio cholerae, aglutinantes, lubricantes, revestimiento 
enterico, sustancias de relleno y desintegrantes para su presentation final en forma de 
tabletas, de manera tal que los mismos sea estables y no interfieran entre si. 
Result6 sorprendente que el producto terminado, presenta capacidad antigenica e 
inmunogenica similar a la presentada por las celulas inactivadas que constituyen el 
principio activo de la formulaci6n. 

La presente invenci6n provee una vacuna compuesta por c61ulas inactivadas de cepas de 
Vibrio cholerae del Serogrupo 0139, o del Serogrupo Ol, pertenecientes al biotipo clasico 
o al biotipo El Tor de los serotipos Ogawa o Inaba, pudiendo las cepas ser salvajes o 
atenuadas. 

La formulaci6n vacunal objeto de esta invenci6n contiene celulas inactivadas de Vibrio 
cholerae preferiblemente entre 10 9 y 10 n bacterias inactivadas por tableta. 
La formulacion vacunal podra contener dentro de su composition los siguientes 
aglutinantes: polivinilpirrolidona, gelatina, carboximetil celulosa, debiendo encontrarse 
estos en relation con la masa total de la tableta entre el 1% y el 5%; lubricantes- 
carboximetil almid6n sodico, estearato de magnesio, di6xido de silicio coloidal y talco en 
relaci6n con la masa total de la tableta entre el 0,25% y el W; revestimiento enterico- 
acetoftalato de celulosa, dietiloftalato de celulosa, goma laca al 10% y dioxido de titanio 
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deb.e„d„ encontrarse estos en reiacidn con la masa total de la tableta entre el 1% y el 2%- 
snstoncias de relleno: iactosa y ataiddn de maiz debiendo encomrarse estos en r e,aei6„ 
con la masa total de la tableta entre el 65% y el 80% y desintegran.es: croscaramelosa 
sodtea, ahntdon de mafz y cemlosa microcrislaltoa debiendo encomrarse estos en retacidn 
eon la masa total de la tableta entre el 5% y el 15% respectivamente 
Has* el memento no existen antecedent en el estado del arte q ne describan ninguna 
formn.ae.on sdUda del Upo de ,os comprimidos; eomo es el case ,ue atane a la preTte 
mveneton. Es unportante senate ademas „ue eon la presente formnlaeidn se logra por 

ZZ Z TT- m preparad0 ™ que combina «»*— «*— 

eon matenal blologl e 0 , espeetalmento eelnlas, logrando c,ne resista ,as agresionea qtdmicas 
y flsteas caracteristicas de ,a teeno.ogla emp.eado sin afectar ,as propiedades 
inmunoldgicas principales del principio active. 

H^tode ,a pr esente invenei6n sem desertto a tovfe de los siguientes ejemplos de 

Ejemplo 1 : Estudio de posibles interferencias de los exeipien.es de !as tableta, en .a 
teemcaELISAenladeteiminaeidndeLPSde Vibrio cholerae 

Para eUo se evamaron; .a eelnlas inactivadas y mezclas de esta con cada uno de los 

exe.pten.es, asi eomo disolnciones de !os excipientes por separado. Se offlizd como control 

posmvo en la tunica la eelnlas inactivada, Lo S exeipien.es q ne se emplearon en este 

ejemplo meron: carboximed, abnidon s6dieo, erosearamelosa sddica, polivinil pirroUdona, 

^ ~ ^ magnesio, didxido de manic, didxido de silieio eo.oidal, abniddn de 
maiz y lactosa. 

La t&nica ELISA se realizd eomo se describe a continuacidn: 

1. Reenbrir las piacas de poUestireno (Maxisorp, None, Dinamarea) c^n 10 0oL/ pozo de 

ZeT 13 C * dM " eXCiPieMeS diSUelt ° S " PBS ' ^ 13 D ° Che 3 4 ° C « <*— 

2. Lavar las pl acas con agna tween-20 0.05% entre cada paso del ensayo 
Hununoenzimatico. 
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3. Bloquear las placas con 150 uL/pozo de leche descremada al 1% en PBS. Incubar lh a 
37°C en camara humeda. 

4. Anadir 100 ul/pozo de anticuerpo monoclonal anti LPS. 

5. Anadir 100 uVpozo de anticuerpo anti IgG de rat6n, conjugados con peroxidasa de 
rabano picante tipo VI (Sigma Chemical Co. Saint Louis MO) diluido en PBS 0 0 5 o/ 0 
tween 20, 1% de leche descremad, Incubar 2h a temperatura ambiente en camara 
humeda. 

6. Revelar la re acci6n con 10 0 pL/pozo de una solucidn de o-fenilendianrina (Sigma 
Chenneal Co. Sain. u*. . ^ concentraci6n de 0 . 4 mg/mL en ^ 

10 4.5 conteniendo 0.01% deH 2 0 2 . 

T.Detener la reaccion a los 30 nrin. de anadido el sustrato eon 50 m/pozo de una 
sotoeidn de 2.5 M de H 2 S0 4 y leer la p.aea a una longtad de onda de 492 nm en un 
lector de microplacas . 

Los resuhados mostraron que no hay interferencias entre los exeipientes utiHzados y la 
tecn,ca analiuca, eomo se puede observar en la flgura 1, donde las mezclas de los 
exeipientes eon la eelulas inactivadas presentan valores rinrilares a los de la eelulas 
otacbvadas sola, nrien*as que los exeipientes solos nrostraron valores significativantente 
inferiores. ^ 

Ejetnp.. 2: Deternrinacion de posibles interferencias de los exeipientes con el principio 
activo de la vacuna. 

Para este estudio de posibles interferencias se determine la antigenicidad por ELISA (como 
se describe en el Ejemplo 1) de !as mezclas de la suspensidn de eelulas de Vibrio cholerae 
mactivado con los diferen«es exeipientes, las mezclas fueron divididas en dos partes 
.gnales e incubadas unas a 4 °C y otras a 28 °C. El esmdio se realiz6 a tiempo cero y a los 
30 dfas de incubacion. Los exeipientes evaiuados en este ejemp.o de re auzaci6n Jueron- 
lactosa, almiddn, carboximenl aimid6n sddico, croscaramelosa, polivinil pirrolidona 
talco, estearato de magnesio y di6xido de titanic 
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Los resultados indican la no interferencia entre los ex™w~ , • • 

i;„ ,. ^ los exci Pientes y la antigenicidad del 

Hpopohsacando de las celulas inactivadas S P ™ +, ■ 

, n , , n A . . . ^activadas. Se mantuvieron los valores del ELISA durante 

los 30 daas de exposici6n, tanto a 4 °C como a 28 °C (Figura 2) 

5 Ejemplo 3: Antigenicidad de la vacuna. 

U antigenicidad da .a vacuna se deterrnmo median* la apUcacion de „ ELISA de 
uthrbtctdnparadetec^r Upopo.laac.rido (LPS) de 

holerae, LPS 0139 de K cWae, una suspension de celulas vivas de V. cholera. El Tor 
Ogawa y una suspension de celulas inactivadas. 
La tecnica ELISA se realize como se describe a continuaci6n- 

Recubrir las pUcas de poUestireno (Maxisorp, Nunc, Dinamarca) con lOOuL/ pozo de LPS 
Ogawa de V. cholerae . „ de 25 J 

amoroguadom de fosmto (PBS, Incubar toda la noche a 4°C en camera humeda 

Lavar Us places con una disown en agna de tween-20 al 0.05% entre cada peso de. 

ensayo lnmunoenzimatico. P 

Bloqoear las places con .50 „L/pozo de .echo descremada a, 1% en PBS. Incubar ,h a 
37 C en camara humeda 

ABadir .00 „L de muestras previamenle inoubadas ,h a temperature ambiente en 
drones senadas 1:2 con antlcuerpos monoclone^ anti LPS Ogawa, disueltos en PBS 

Anadir .00 ul/pozo de anticuerpo and IgG especie espedfico conjugado con peroxidase de 

"r 20 P Tde?e W (Si8ma " *- ^ M °> — « » S 
Tvl ia r a ' ^ 2h 3 - U ~ e " — - "»eda. 

Cnl r T ^ ^ ™ * anrina (Sigma 

Chermca, Co^Sam. Louis a una concentred de 0.4 mg/mL en tampon citmo 0 T£ 

4.5 contemendo 0.01% de H 2 0 2 . MpH 
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Detener la reacci6n a los 30 min. De anadido el sustratn „ ™ T / 

Los resultados mostraron una alta inhibicibn en la pme ba ELISA ,.«r 
5 .a snspenslbn de ,as lablelas, con valores de inb^^ " T T ~ 
ce.ulas vivas, oon la cahnas inacnvadas y con .1 LPS oZ °" ^ 

con el LPS 0139 (Figura « Todo „ ^ D ° I""-**- WWoifa 

*.( Hgur a 3). Todo ello mostro qne la actividad antigenica de la ceh,l„« 
■nacnvadas se mantiene en la formalaciba flnai sin ataacidn 

I Ejemplo4.Idmunogenicidaddelavacuna 

sencos, se evalud por las tecnicas ELISA y Vibriocida Para .» ^ ^ 

T^ELISA par a ,a delete,, de annexes tg G ami lipopollsacaridos (LPS) 

1. Recubnrplacas de polies«i re no de 96 pozos Nunc, Maxisorp con LPS nnro a J , r 
Incubat toda la noche a 4°C o 2h a 37°C. ^ ' 

2. Lavar 3 veces con agua tween 20 al 0 05% 

^Blcuear con ,50 oL/pozo con nna solucidn de ,eche descremada a, 2% en PBS, ,b a 

4. Lavar 3 veces. 

5. Hace, dUnclones senadas de. snero probtana en PBS-Tween 0.05% . Incnba, 2haTA 

6. Lavar 3 veces Idem. ZDalA ' 



7. Anadir el conjugado anti IgG-HRP especiJ Lida en leche 1% en PBS T ' u 
a temperature ambiente. PBS " T 6 lncubar 1 h 

8. Lavar 6 veces. 

^.arocno-fenilendia^ 1 mg/mL y H 2 0 2 30"/. en buffer Ctearo p H 4 5 
5 10. Leer absorbancia a 492 nm. 

Tecnica Vibriocida, para la de<erminaci6n de anticuerpos bactericidas 
Se utilizan placas de fondo piano esteriles 

— cir de ,os sueros probw - - — • - - 

10 2. ReaU2ard "»ione Sse riada S yde S echarlo S ultimos25pL 

Lar , n To. " " " ' a ^ baCterfa — — <^ - - • 

4- Anadir medio de cuMvo BHI (para ,00 mL de medio 125 uL de 

^ ™ de Bromoereso, ,.0^ (es(os „ ^ „ ^ J£ * 

Homogenizar la plaea manualmente e incubar 3h a 37>C 
El MM. se define como la mayor di.uci6n del suero' one inhibi6 el 

2. Se ioman colonias aisladas de las placas o varias asanas de las ennas v se 
srembran las curias precalentadas e incubar 4 h a 37°C 

25 !,, ^''^"^^^^^-^salinaestMpHTyaiusto 

ZD el lavado a D.O= 0,9-0,95. ajustar 

4. La celulas inactivadas ajustadas se diluyen 1:10. 
5- Se realiza la mezcla bacteria-complemento donde- 

viblr^T (SUer ° ^ CUriGl ° hUman ° libre de -icuerpos 
vibnocidas se diluye 1 :5 con salina esteril frfa. 



5. 
6. 
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- Mezclar volumenes iguales de conaplemento diluido y las celulas 
mactivadas previamente preparada. 

Los resultados demuestran que no hav diferen™* , ^ 

Vibriocidas (Figum 4 m B» , , X y mtic "«POS 

Ventajas de la solucion propuesta: 

La soluci6n propuesta es superior a las soluciones anteriores por War 

producto vacunal altamente in™, - • ^eriores por lograr presentar un 

preset el r=s«o de la, vacuoas inacHvadas an«ea deaa^Uadas. " *" 
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Breve description de las figuras 

Figura 1. Estudio de posibles interferencias de los excipientes de las tabletas con la 
tecnica ELISA en la determination de LPS de Vibrio cholerae. 

C01 a COP mezcla de excipientes con las celulas inactivadas. CIO a C18 excipientes 
mdependientes y C 1 9 ctiulas inactivadas. 

Excipientes en cada muestra: C01 y CIO almidon; C02 y CI 1 carboxhnetil almidon s6dico- 
C03 y C12 croecaramelosa; C04 y C13 polivinil pirrolidona; C05 y C14 talco; C06 y C15 
estearato de magnesio; C07 y C16 dioxido de titanio; COS y C17 di6xido de silicic 
coloidal; C09 y C18 almid6n 1500; C19 celulas inactivadas. 

Figura 2. Determination de posibles interferencias de los excipientes con la antigenicidad 
del pnncrpio activo de la vacuna. Se represents en el eje de las ordenadas los por cientos 
de la lectura promedio del ELISA de la muestras incubadas 30 dras respecto a la lectura 
del ELISA de igual muestra a tiempo cero. Conservadas a 4°C (Figura 2 A) y conservadas 
entre 26 a 28 °C (Figura 2 B). Los excipientes evaluados en este ejemplo fueron- 
1. - lactosa, 2. - almidon, 3. - carboximetil almidon sodico, 4. - croscaramelosa 5 - 
pohvmil pirrolidona, 6. - talco, 7. - estearato de magnesio, 8. - di6xido de titanio y 9. - 
celulas inactivadas. 

Figura 3. Aplicacion de un ELISA de inhibicidn de Anticuerpos Monoclonal Anti-LPS 
con cehuas inactivadas fonnu 1 aci6n fine, en tabletas para detect la antigenicidad del 
Upopolisacarido (LPS) de Vibrio cholerae en las tabletas. 

Figura 4. Tunics serfcos de ennejos inoculados con celu.as inactivadas o enn vacuna 
fonuulada en Uiblem. U,s tfudos anu lipcpolisacarido dc V. cholerae 01, Ogawa 
detectados por ELISA se muestran en la figura 4 A y los ntulos vibriocidas en la figura i 
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VACUNA DE VIBRIO CHOLERAE DNACTIVADA EN TABLETAS. 

Reivindicaciones 

1. Co m posici6n vacunal contra el c61era caracterizada porque comprende 

a. celulas inactivadas de Vibrio cholerae. 

b. aglutinantes 
c lubricantes 

d. revestimiento enterico 

e. sustancia de relleno 

f. desintegrantes 

Composici6n vacunal contra el c61era segun reivindicacion 1, caracterizada 
porque las celulas inactivadas proceden de cepas atenuadas de Vibrio cholerae 
3- Composici6n vacunal contra el colera segun reivindicacion 2, caracterizada 
porque las celulas pertenecen al serogrupo 0139 

4. Composici6n vacunal contra el c61era segun reivindicacion 3, caracterizada 
porque las c61ulas pertenecen al serogrupo Ol 

5. Composition vacunal contra el c61era segun reivindicacion 4, caracterizada 
porque las celulas pertenecen al biotipo El Tor o al Clasico 

6- Composition vacunal contra el c61era segun reivindicacion 5, caracterizada 
porque las celulas pertenecen al serotipo Ogawa o al Inaba 

7. Composici6n vacunal contra el colera segun reivindicaci6n 2, caracterizada 
porque las ctiulas inactivadas proceden de cepas salvajes de Vibrio cholerae 

8. Composition vacunal contra el c61era segun reivindicacion 7, caracterizada 
porque las ctiulas pertenecen al serogrupo 0139 

9. Composici6n vacunal contra el c61era segun reivindicaci6n 8, caracterizada 
porque las celulas pertenecen al serogrupo Ol 
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10. Composici6n vaounal contra el c61era segun reivindicaci6n 9, caracterizada 
porque las celulas pertenecen al biotipo El Tor o al Clasico 

11- Composicion vacunal contra el colera segun reivindicaci6n 10, caracterizada 
porque las celulas pertenecen al serotipo Ogawa o al Inaba 

12. Composicidn vacunal contra el colera segun reivindicaciones de la 1 a la 
1 caractenzadapor contener entre 5x 10* celulas y 10" celulas por tableta 

13- Co mp osici6n vacunal con*a el c61era segun reivindicacion 1, caracterizada 
Porque los aglutinantes pueden seleccionarse del grupo polivinilpirrolidona 
gelauna y carboximetil celulosa. 

H. Conrposicidn vacunal contra el cbtaa segto reivindicacttn 13 caracterizada 
porque los aghrunan.es se encuenban enbe el ,% y e, 5% respecto a la masa de 
cada tableta. 

15. Compo S ici6n vaeunal contra e, colera segun reivindicacion 1, caracterizada 
porque Xos .ubrieanres pueden seleccionarse del grupo carboximeb] almidon sddico 
estearato de magnesio, dioxide de silicic coloidal y talco. 

■6. Composicidn vacunal contra el colera segun reivindicacidn 15 caracterizada 
porque los mbrican.es se encuentran en.re el 0,25% y el W respeco a la masa 
de cada tableta. 

17. Comp„ si ci6n vacunal contm el colera segun reivindicacion 1, caracterizada 
porque e. revesthniento enteric pueden seleccionarse del grupo acetoftalato de 
celulosa, dietiloftalato de celulosa, goma laca al 10% y dioxide de titanic 

18. Composici6n vacunal contra el colera segta reivindicacidn .7 caractoizada 
porque e! revesunue„.o emerico se encuentra cube e. 1% y el 2% reapecto a la 
masa de cada tableta. 

19. Composicion vacunal contra el colera segun reivindicacion ., caracterizada 
porque las susbancias d. reUeno pue^ seleccionarse de. grupo lactose y almidon 
demaiz 
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20. Composicidn vacunal contra el c61er a ^m'^ ■ • j. . 

- - — - - — . jzzzzzz r r ~ 

masadecadatableta. e el ^/o y el 80/ o respecto ala 

21. Composicion vacunal contra el colera segun reivindicacion 1 caracteri, H 
porque los desintegrantes pueden seleccionarse del erunn 
^6nde mafey celulo Sami c rocristalina ^ ~ - 

22. Composicion vacunal contra el colera segun reivindicaci6n 21 r 

Porque los desintegrantes se encuentran entre el m v el^ 3 
cada tableta. y d 6% reSpecto a la ™asa de 
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Figura 4-A 
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Ic6lulas inactivadas □ Formulacian 
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